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 RESUMO 
 
Os cânceres são doenças que apresentam expansão clonal descontrolada 
de células somáticas, promovendo a ruptura da organização tecidual. O 
genoma humano possui inúmeros mecanismos de proteção de sua 
integridade. Quando não ocorre a reparação dos danos no DNA, podem 
ocorrer desequilíbrios genéticos; entre esses, as aneuploidias, as quais 
são boas indicadoras da presença de neoplasia, assim como, podem 
sugerir o prognóstico em vários tumores. Segundo a Organização 
Mundial da Saúde (OMS), a classificação dos tumores dos tecidos 
hematopoético e linfoide deve ser baseada em uma abordagem 
diagnóstica com ênfase nos seguintes parâmetros: morfológico, 
fenotípico, genotípico e características clínicas. Diante disso, o objetivo 
deste trabalho foi implantar a análise do conteúdo de DNA, por 
citometria de fluxo, para avaliação do prognóstico de hemopatias 
malignas nos pacientes atendidos pelo Serviço de Hematologia do 
Hospital Universitário da Universidade Federal de Santa Catarina. Para 
atingir o objetivo, inicialmente a metodologia foi padronizada com 
células de sangue periférico de oito indivíduos sem neoplasias 
hematológicas. Após essa etapa, foram iniciados os testes com amostras 
de medula óssea, sangue periférico, e aspirados e biópsias de linfonodo 
de pacientes que apresentaram células patológicas no exame 
imunofenotípico, entre os meses de maio e dezembro de 2013. Na 
padronização da metodologia, foi estabelecida a utilização de anticorpos 
monoclonais (AcMo) conjugados ao fluorocromo FITC para não ocorrer 
interferência com a faixa de emissão da fluorescência do iodeto de 
propídeo (PI). Os AcMo padronizados para cada doença foram: CD20 e 
CD22, para Leucemia Linfoblástica Aguda do tipo B (LLA-B) e 
linfomas; CD 7 para Leucemia Linfoblástica Aguda do tipo T (LLA-T); 
e CD38, para Mieloma Múltiplo (MM) – todos conjugados ao 
fluorocromo FITC. No total, foram analisadas 25 amostras de pacientes 
que apresentaram células patológicas no exame imunofenotípico. A 
maior quantidade de amostras foi proveniente de pacientes com linfoma 
– principalmente Linfoma de Burkitt e Linfoma de Células do Manto –, 
os quais apresentaram 73,3% de presença de aneuploidias. Além disso, 
também foram analisadas amostras com células de LLA e MM. As 
LLAs exibiram 100% de presença de aneuploidias; enquanto o MM, 
25%. A partir deste estudo, foi possível padronizar a metodologia para 
análise do conteúdo de DNA de linfomas, LLA e MM. Os resultados 
encontrados indicam que a citometria de fluxo é um bom método para 
auxiliar na estimativa do prognóstico dos pacientes diagnosticados com 
neoplasias hematológicas.  
 
Palavras-chave: Análise do conteúdo de DNA; Aneuploidia; 
Hemopatias malignas; Iodeto de propídeo. 
 
  
 ABSTRACT 
 
Cancers are diseases with uncontrolled clonal expansion of somatic cells 
that promotes breakdown of tissue organization. The human genome has 
numerous mechanisms to protect its integrity. When the DNA damage 
repair does not occur, genetic imbalances can happen; among them, the 
aneuploidies, which are good indicators of malignancy, and may suggest 
a prognosis in several tumors. According to the World Health 
Organization (WHO), the classification of tumours of haematopoietic 
and lymphoid tissues should be based on a diagnostic approach with 
emphasis on the following parameters: morphological, phenotypic, 
genotypic and clinical characteristics. Therefore, the aim of this study 
was to implement the analysis of DNA content by flow cytometry in 
order to assess the prognosis of hematological malignancies in patients 
treated by the Hematology Service at University Hospital of 
Universidade Federal de Santa Catarina. Initially, the methodology was 
standardized with peripheral blood cells of individuals without 
hematologic malignancies. After, it was performed the tests with 
samples of bone marrow aspirates, peripheral blood, and lymph node 
aspirates and biopsies from patients with pathological cells in 
immunophenotyping, between May and December 2013. During the 
development of standardized methodology, it was established the use of 
monoclonal antibodies (MoAb) conjugated to FITC fluorochrome to 
prevent the interference with the emission range of propidium iodide 
(PI) fluorescence. The MoAb standardized for each disease were: CD20 
and CD22 for B- Acute Lymphoblastic Leukemia (B-ALL) and 
lymphomas; CD7 for T- Acute Lymphoblastic Leukemia (T-ALL), and 
CD38 for Multiple Myeloma (MM) - all conjugated to FITC 
fluorochrome. A total of 25 samples obtained from patients with 
pathological cells in immunophenotyping were analyzed. The largest 
number of samples came from patients with lymphomas, especially 
Burkitt Lymphoma and Mantle Cell Lymphoma, which showed 73.3% 
of aneuploidy. Moreover, samples with ALL cells and MM cells were 
also analyzed. ALL showed the presence of 100% aneuploidy, while the 
MM, 25%. By the present study, it was possible to standardize the 
methodology for analysis of DNA content of lymphoma, ALL and MM. 
The results indicate that flow cytometry is a good method to assist the 
estimation of prognosis of patients diagnosed with hematological 
malignancies. 
 
Keywords: Analysis of DNA content; Aneuploidy; 
Hematological malignancies; Propidium iodide. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
O câncer é um conjunto de doenças que apresentam expansão 
clonal descontrolada de células somáticas, promovendo a ruptura da 
organização tecidual. Existe uma grande diversidade entre os tipos de 
tumores, os quais, apesar de heterogêneos, compartilham a capacidade 
de proliferação celular além dos limites do crescimento tecidual normal 
(EVAN; VOUSDEN, 2001). Além disso, a literatura descreve que a 
maioria dos tumores surge a partir do clone de uma única célula que foi 
submetido à transformação maligna; o que acarreta na geração de 
múltiplas populações celulares anômalas, que se organizam na forma de 
uma massa heterogênea de células (BJERKVIG et al., 2009). 
O genoma humano, assim como o de outras espécies, possui 
inúmeros mecanismos de proteção de sua integridade. Dessa forma, 
enzimas de reparo do DNA monitoram continuamente os cromossomos 
com o objetivo de corrigir resíduos de nucleotídeos danificados pela 
exposição ambiental a agentes cancerígenos e compostos citotóxicos 
(WOOD et al., 2001), como, por exemplo, a fumaça de cigarro e as 
radiações ultravioleta e ionizante (HOEIJMAKERS, 2001; WOOD et 
al., 2001; WANG et al., 2008). Além disso, agentes mutagênicos 
endógenos, que incluem as espécies reativas de oxigênio (EROS) e 
alguns metabólitos que atuam como agentes alquilantes também são 
descritos entre as causas de alterações no DNA (WOOD et al., 2001). 
Desse modo, quando não ocorre a reparação dos danos no DNA, 
acontecem mutações genéticas, alterações cromossômicas e 
instabilidade genômica, as quais afetam as principais vias que controlam 
a diferenciação, a proliferação e a morte celular (SEN, 2000; EVAN; 
VOUSDEN, 2001; HOEIJMAKERS, 2001; WANG et al., 2008; 
D’URSO, 2009; LIU et al., 2014). Os eventos clínicos e biológicos 
presentes na progressão do câncer representam os resultados de 
desequilíbrios genéticos, tais como: mutações sutis nos nucleotídeos dos 
genes; translocações cromossômicas, que induzem rearranjos estruturais 
nos genes; e mudanças numéricas em ambos os segmentos parciais de 
cromossomos ou nos cromossomos inteiros (aneuploidias). Essas 
últimas, em particular, são boas indicadoras de neoplasia, assim como 
podem sugerir o prognóstico em vários tumores (WANG et al., 2004).  
Em vista disso, a análise da ploidia do DNA por citometria de 
fluxo – também denominada análise do conteúdo do DNA – é utilizada 
na identificação das variações no conteúdo genético das células e 
fornece informações sobre as anormalidades cromossômicas e 
heterogeneidade nos tumores humanos (EL-NAGGAR et al., 1999).  
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Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a classificação 
dos tumores dos tecidos hematopoético e linfoide deve ser baseada em 
uma abordagem diagnóstica com ênfase nos seguintes parâmetros: 
morfológico, fenotípico, genotípico e características clínicas 
(SWERDLOW et al., 2008).  
Diante disso, propôs-se a implantação da análise do conteúdo de 
DNA no Setor de Onco-hematologia da Divisão de Análises Clínicas 
(DACL) do Hospital Universitário da Universidade Federal de Santa 
Catarina (HU/UFSC) – referência no Estado de Santa Catarina para 
neoplasias hematológicas (Portarias GM/MS n°2.439 de 08/12/05 e SAS 
n°741 de 19/12/05). Dessa forma, além de ampliar a cobertura de 
exames disponibilizados aos pacientes atendidos no hospital, serão 
viabilizadas as análises recomendadas pela OMS para essas doenças. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Implantar a análise do conteúdo de DNA, por citometria de fluxo, 
para avaliação do prognóstico de hemopatias malignas nos pacientes 
atendidos pelo Serviço de Hematologia do Hospital Universitário da 
Universidade Federal de Santa Catarina. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
• Padronizar a técnica de quantificação do conteúdo de DNA por 
citometria de fluxo; 
• Comparar a análise do conteúdo de DNA por citometria de 
fluxo com o estudo citogenético; 
• Inserir a análise de conteúdo de DNA na rotina do Setor de 
Onco-hematologia a fim de se obterem informações 
complementares ao exame imunofenotípico. 
.
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3 REVISÃO DA LITERATURA 
 
3.1 HEMOPATIAS MALIGNAS 
 
As hemopatias malignas compreendem um grupo de várias 
doenças que afetam a hematopoiese normal. Entre essas neoplasias são 
descritas as leucemias agudas e as neoplasias de células linfoides 
maduras (SWERDLOW et al., 2008). 
 
3.1.1 Leucemias Agudas 
 
As leucemias agudas são tumores nos quais acontece a 
proliferação desordenada e o acúmulo de progenitores mieloides ou 
linfoides (blastos) não funcionais na medula óssea (MO), com 
consequente migração para o sangue periférico (SP) e infiltração em 
outros tecidos. Devido ao acúmulo desses blastos na MO, ocorre a 
diminuição ou o bloqueio da produção de elementos hematopoiéticos 
normais; o que gera sintomas relacionados à pancitopenia na maioria 
dos pacientes (SWERDLOW et al., 2008; ASTER; FLEMING, 2011).  
 
3.1.1.1 Leucemia Mieloblástica Aguda – LMA 
 
As LMAs compreendem um grupo heterogêneo de doenças 
clonais do tecido hematopoiético, caracterizado pela proliferação 
anormal de células progenitoras da linhagem mieloide (SWERDLOW et 
al. 2008). Essa proliferação anormal ocorre devido a um bloqueio na 
diferenciação de células-tronco hematopoiéticas, o que resulta no 
acúmulo de precursores imaturos na MO e supressão  da diferenciação e 
da maturação das células envolvidas na hematopoiese normal (KUPSA, 
HORACEKA; JEBAVYA, 2012; ABDEL-WAHAB; LEVINE, 2013; 
HASSERJIAN, 2013).  
Tradicionalmente, as LMAs têm sido consideradas como 
resultado de alterações que geram defeitos irreversíveis em funções 
genéticas críticas, tais como: proliferação, diferenciação, apoptose e 
transcrição gênica (GUTIERREZ; ROMERO-OLIVA, 2013). Em vista 
disso, a identificação das alterações cromossômicas está entre os fatores 
prognósticos independentes mais importantes (VEIGAARD; 
NØRGAARD; KJELDSEN, 2011). 
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3.1.1.2 Leucemia Linfoblástica Aguda – LLA 
 
A LLA é uma neoplasia maligna originada de um único precursor 
hematopoiético comprometido com as linhagens de células B ou de 
células T, que, devido à aquisição de uma série de anormalidades 
genéticas, acontece a desregulação do processo normal de maturação, 
ocasionando parada na diferenciação e na proliferação das células. 
Como consequência, em decorrência do acúmulo de clones imaturos de 
células B ou de células T na MO, ocorre a supressão da hematopoiese 
normal, tanto medular, como em vários sítios extramedulares 
(SWERDLOW et al., 2008; GRAUX, 2011; HARRISON, 2011). 
Do total de LLAs, 80–85% são de origem B (LLA de células 
precursoras B – LLA-B) e 15–20% são originadas a partir da linhagem 
T (LLA-T) (GRAUX, 2011; ZHAO; HUANG; WEI, 2013).  
Além disso, as LLAs são predominantemente encontradas em 
crianças e ocorrem raramente em adultos (HARRISON, 2011; ZHOU et 
al., 2012), exibindo atualmente taxa de cura em torno de 85% nas 
crianças e de 40–50% nos adultos em uso de regimes terapêuticos 
multidrogas (HARRISON, 2011; GOMES et al., 2014; ZHAO; 
HUANG;WEI, 2013). 
O tratamento das LLAs geralmente é bem sucedido; no entanto, o 
prognóstico piora com o avançar da idade (LUKENBILL; ADVANI, 
2013; ZHAO; HUANG; WEI, 2013). Além disso, muitas anormalidades 
cromossômicas têm sido relatadas nas LLA-B e LLA-T (MOORMAN et 
al., 2007; HARRISON, 2011, MOORMAN, 2012). A ocorrência de 
alterações específicas pode ser indicativa de lesões moleculares 
subjacentes, o que pode contribuir ou até mesmo estabelecer o 
diagnóstico e determinar a terapia ideal. Nos casos de LLAs em 
adolescentes e adultos jovens, a existência das anormalidades associadas 
a melhor prognóstico – hiperdiploidia, trissomias cromossomais 
favoráveis e t(12;21)(p13;q22) – é infrequente quando comparada à 
LLA infantil, além de exibir relevância prognóstica incerta 
(MOORMAN et al., 2007). Por outro lado, a ocorrência de alterações 
como amplificação intracromossômica do cromossomo 21, de 
translocações MLL (ou 11q23) e do cromossomo Philadelphia (LLA 
Ph+), são mais comuns em adolescentes mais velhos e adultos jovens, o 
que contribui para um prognóstico menos favorável desse último grupo 
(NAKANO; HUNGER, 2012). 
 
 
23 
 
3.1.2 Neoplasias de células linfoides maduras  
 
Entre as neoplasias de células linfoides maduras, encontram-se os 
linfomas de células B e de células T; e neoplasias de células 
plasmocíticas (SWERDLOW et al., 2008). 
 
3.1.2.1 Linfomas 
 
Os linfomas e as neoplasias de células linfoides maduras 
compreendem um grande e diverso grupo de tumores derivados de 
linfócitos maduros e de seus progenitores. Essas neoplasias, as quais são 
as mais comuns entre as malignidades hematológicas, são divididas em 
dois grandes grupos: Linfoma de Hodgkin e Linfomas Não-Hodgkin 
(SWERDLOW et al., 2008; ASTER; FLEMING, 2011). 
O Linfoma de Hodgkin é um grupo de neoplasias de células B 
relacionado à presença característica de células tumorais muito raras, 
denominadas de células Reed-Sternberg. Por outro lado, todos os outros 
linfomas são chamados de Linfomas Não-Hodgkin (LNH), os quais 
podem ser derivados de linfócitos em qualquer estágio de 
desenvolvimento. Isso explica, em parte, sua notável diversidade e, 
também, as enormes diferenças no comportamento clínico, as quais 
variam entre tumores muito agressivos e de crescimento rápido e 
neoplasias que permanecem indolentes durantes anos, referidas como 
pseudolinfomas (SWERDLOW et al., 2008; ASTER; FLEMING, 2011). 
 
3.1.2.2 Neoplasias de células plasmocíticas 
 
As neoplasias de células plasmocíticas são tumores compostos, 
em parte, por células B diferenciadas (células plasmocíticas). Essas 
doenças são relativamente comuns, ocorrendo principalmente em 
idosos, os quais apresentam com frequência sintomas relacionados à 
produção de imunoglobulinas completas ou parciais pelas células 
tumorais (ASTER; FLEMING, 2011). 
Entre as neoplasias de células plasmocíticas, encontra-se o 
Mieloma Múltiplo (MM), o qual é responsável por aproximadamente 
10% de todas as neoplasias hematológicas (KYLE; RAJKUMAR, 
2008), e caracteriza-se pela produção de imunoglobulina monoclonal, 
que pode ser detectada no soro e/ou na urina (SWERDLOW et al., 2008; 
BASAK; CARRIER, 2010). Geralmente, o desenvolvimento do MM 
envolve um estágio assintomático de proliferação de células 
plasmocíticas clonais, denominado Gamopatia Monoclonal de 
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Significado Indeterminado (MGUS – do inglês, Monoclonal 
Gammopathy of Unknown Significance) (KYLE; RAJKUMAR, 2008; 
BASAK; CARRIER, 2010). A MGUS está presente em mais de 3% da 
população acima de 50 anos, com taxa de progressão para MM em torno 
de 1% ao ano (FARIA; PAULA e SILVA, 2007; KYLE; RAJKUMAR, 
2008). Essa progressão abrange eventos complexos tanto nas células 
progenitoras quanto no microambiente medular (BASAK; CARRIER, 
2010).  
As manifestações clínicas incluem anemia, lesões ósseas líticas, 
osteoporose difusa, hipercalcemia, insuficiência renal e aumento do 
risco de infecções (SWERDLOW et al., 2008; BASAK; CARRIER, 
2010; KUMAR et al., 2010). Além disso, o MM e a MGUS são duas 
vezes mais comuns em negros quando comparados aos brancos e, 
também, ligeiramente mais comuns em homens do que mulheres 
(KYLE; RAJKUMAR, 2008). Devido à heterogeneidade do MM, o 
prognóstico é variável, com sobrevida global que varia de poucos meses 
até décadas, em alguns casos. É importante destacar que, atualmente, a 
identificação de anormalidades cromossômicas é uma das mais 
importantes ferramentas para predizer o prognóstico da doença (NAHI 
et al., 2011). 
Como visto, as neoplasias hematológicas caracterizam-se pela 
proliferação descontrolada ou parada de diferenciação das células 
hematopoiéticas; e resultam de alterações no ciclo celular. Isso ocorre, 
pois, a cada divisão celular, há uma probabilidade infinita de 
acontecerem mutações somáticas secundárias e erros na replicação do 
DNA. Esse fato é importante principalmente no caso de células-tronco 
hematopoiéticas nas quais, devido à capacidade de auto-renovação, 
mutações adquiridas durante a divisão celular poderão se propagar para 
as células-filha (LINK, 2012). Por isso, a diminuição da eficiência de 
reparação do DNA é considerada um evento importante na 
carcinogênese, pois acelera a instabilidade e a taxa de variações 
genéticas (HOEIJMAKERS, 2001; WOOD et al., 2001; LIU et al., 
2014).  
 
3.2 CICLO CELULAR 
 
O ciclo celular é constituído por uma série de fases, através das 
quais células normais e neoplásicas procedem durante a replicação 
celular. Este ciclo é divido nas fases G1 (fase pré-síntese de DNA), S 
(fase onde ocorre a síntese de DNA), G2 (fase pós-síntese de DNA) e M 
(fase onde ocorre a mitose, ou seja, divisão e segregação cromossomal) 
25 
 
(Figura 1). Algumas células permanecem indefinidamente quiescentes 
(fase G0) até que sejam induzidas por desencadeadores específicos – por 
exemplo, fatores de crescimento hematopoiético – a entrarem no ciclo 
celular (fase G1) (ROSS et al., 2003; GERSON et al., 2005; ROBBINS; 
COTRAN; MITCHELL, 2006).  
Além disso, o ciclo celular apresenta dois controles internos, 
chamados de pontos de verificação: um na transição G1/S e outro em 
G2/M (Figura 1). Como a fase S é o ponto limite no ciclo celular, o 
ponto de verificação em G1/S avalia a presença de lesão no DNA antes 
de iniciar a proliferação celular. Caso haja danos, o ciclo celular é 
interrompido para se fazer os reparos necessários; se isso não for 
possível, as vias apoptóticas são ativadas para destruir a célula. Dessa 
forma, o ponto de verificação G1/S impede a replicação de células com 
DNA defeituoso, que se perpetuariam como mutações ou rupturas de 
cromossomos na progênie da célula. O ponto de controle G2/M 
monitora o término da replicação do DNA e verifica a possibilidade de 
iniciar a mitose e separar as cromátides irmãs. Este ponto de verificação 
é importante nas células lesionadas pela radiação ionizante, as quais 
ativam esse ponto de verificação e param em G2; caso contrário, 
originam-se anormalidades cromossomais (ROBBINS; COTRAN; 
MITCHELL, 2006). 
 
Figura 1 – Fases do ciclo celular. 
 
Fase G0 (fase de quiescência); Fase G1 (fase pré-síntese de DNA); Fase G2 
(fase pós-síntese de DNA); Fase S (fase onde ocorre a replicação de DNA) e 
Fase M (fase onde ocorre a mitose). Fonte: Disponível em: 
http://www.teliga.net/2013/03/mitose-as-celulas-como-tecelas.html. Acesso em: 
03 mar. 2014. (adaptado). 
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Os tecidos do corpo podem ser compostos principalmente de 
células quiescentes em G0; entretanto, tecidos mais maduros apresentam 
combinação de células de divisão contínua, células terminais 
diferenciadas, células-tronco e células quiescentes. Baseados em suas 
atividades proliferativas, os tecidos são divididos em três grupos: 
1) Tecidos lábeis (tecidos de divisão contínua): apresentam 
proliferação celular por toda a vida, para substituição das células 
destruídas. Como exemplo, citam-se as células da MO, tecidos 
hematopoiéticos e epitélios; 
2) Tecidos não-divisores (permanentes): englobam células que 
não podem ser submetidas à divisão mitótica na vida pós-natal; como, 
por exemplo, o músculo cardíaco e os neurônios; 
3) Tecidos quiescentes (ou estáveis): apresentam, normalmente, 
baixo nível de replicação. As células desses tecidos estão na fase G0 do 
ciclo celular, mas, em resposta a determinados estímulos, podem entrar 
na fase G1 para iniciar uma rápida divisão para reconstrução do tecido 
de origem. Nessa categoria encontram-se as células parenquimatosas – 
fibroblastos e músculo liso; as células do endotélio vascular; e os 
linfócitos restantes e outros leucócitos (ROBBINS; COTRAN; 
MITCHELL, 2006). Estes últimos juntamente com as células da MO 
serão objeto deste estudo. 
 
3.3 CONTEÚDO DE DNA POR CITOMETRIA DE FLUXO 
 
A citometria de fluxo é uma metodologia amplamente utilizada 
para análises de células em suspensão (MITTAG; TARNOK, 2009) 
devido a sua capacidade de proporcionar análises multiparamétricas 
(tamanho, complexidade citoplasmática e composição bioquímica e/ou 
antigênica) e quantitativas de populações celulares heterogêneas de 
forma objetiva, sensível, rápida e precisa (DE ROSA; BRENCHLEY; 
ROEDERER, 2003; BACAL; FAULHABER, 2003; ORFAO et al., 
2004; D’ARCHANGELO, 2007; McCOY, 2007; QUIXABEIRA; 
SADDI, 2008; MITTAG; TARNOK, 2009; PREFFER; 
DOMBKOWSKI, 2009).  
Sendo assim, essa tecnologia apresenta grande importância tanto 
em laboratórios clínicos quanto de pesquisa, para caracterização 
diagnóstica e monitoramento do tratamento de várias malignidades 
hematológicas (DUNPHY, 2004; SWERTS et al., 2007; PAIVA et al., 
2010); por meio da detecção e quantificação de antígenos de superfície 
ou intracelulares, da análise de resistência celular a múltiplos fármacos e 
27 
 
do monitoramento da doença residual mínima (DRM) (BACAL; 
FAULHABER, 2003; QUIXABEIRA; SADDI, 2008).  
A análise do ciclo celular também pode ser realizada por 
citometria de fluxo com o objetivo de estudar a expressão de proteínas 
reguladoras e a cinética celular, o que fornece, por meio da 
quantificação do DNA celular, informações fundamentais a respeito da 
proliferação das células neoplásicas (BOROVECKI et al., 2003; 
FARIAS; CASTRO, 2004; SWERTS et al., 2007; KRUEGER; 
WILSON, 2011). Dessa forma, essa análise ajuda a detectar 
perturbações em determinadas fases do ciclo, ou seja, alterações no 
conteúdo do DNA das células neoplásicas em divisão, que geram 
mutações e alterações na metilação de genes reguladores do ciclo 
celular; situações, essas, comumente encontradas devido à instabilidade 
genética presente no processo de transformação maligna e de progressão 
tumoral (PALMEIRA et al., 2007), 
Essas aplicações justificam a ampla utilização da citometria de 
fluxo para avaliação do conteúdo de DNA celular (PALMEIRA et al., 
2007; SWERTS et al., 2007), pois, essa metodologia permite uma 
análise mais rápida de um amplo número de células (BROWN; 
WITTWER, 2000; ROSS et al., 2003), sem a necessidade do 
estabelecimento de culturas celulares, necessárias na citogenética 
convencional (NYGAARD et al., 2006).  
Para a análise do conteúdo de DNA, são utilizados compostos 
fluorescentes específicos, como o iodeto de propídeo, que se intercalam 
à estrutura helicoidal do DNA (BROWN; WITTWER, 2000; ROSS et 
al., 2003; SWERTS et al., 2007). A intensidade da fluorescência 
resultante da ligação do fluorocromo ao DNA é diretamente 
proporcional à quantidade de material genético presente no núcleo 
celular. Essa análise, além de mostrar a distribuição das populações 
celulares da amostra nas diferentes fases do ciclo celular (PALMEIRA 
et al., 2007), possibilita:  a identificação de alterações clonais 
(aneuploidias) no conteúdo de DNA celular (BROWN; WITTWER, 
2000; PALMEIRA et al., 2007);  a correlação entre o conteúdo de DNA 
e a expressão antigênica das células;  sensibilidade na detecção de 
populações aneuploides quase diploides, as quais podem ser mascaradas 
pela presença de numerosas células não-tumorais. Além disso, a 
citometria de fluxo permite também estudos retrospectivos em amostras 
de tecidos embebidos de parafina, apesar de os melhores histogramas 
serem obtidos a partir de tecidos frescos ou congelados (ROSS et al., 
2003). 
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É necessário discriminar o termo aneuploidia utilizado na 
citogenética convencional daquele utilizado em citometria de fluxo. 
Enquanto, naquela metodologia, o termo refere-se à adição ou deleção 
de cromossomos inteiros – aneussomias ou aneuploidias de 
cromossomos–, em citometria de fluxo é utilizado para descrever 
alterações na quantidade de DNA cromossomal (aneuploidia de DNA) 
(ROSS et al., 2003; ROSS et al, 2005; DIERSSEN; HERAULT; 
ESTIVILL, 2009; KRUEGER; WILSON, 2011), a qual pode ser 
alterada por meio de mecanismos de replicação, poliploidização, ganho 
ou deleção, apoptose, necrose, infecção viral, terapia de radiação, entre 
outros (BOROVECKI et al., 2003). 
Nesse sentido, o termo "índice de DNA" (DI) é uma descrição 
mais fidedigna das informações obtidas a partir de análise do DNA por 
citometria de fluxo, pois é a razão entre o pico G0/G1 de uma 
população-teste e o pico G0/G1 de uma população diploide conhecida 
(KRUEGER; WILSON, 2011). 
A distribuição da população de células dentro do ciclo celular 
gera um padrão conhecido como histograma e representa a ploidia do 
DNA. Dessa forma, ao avaliar um histograma, este pode ser definido 
como DNA diploide quando a distribuição do conteúdo total de DNA no 
pico predominante – ou G0/G1 – da população de células tumorais é 
igual ao conteúdo total do pico G0/G1 de uma população diploide de 
referência; e as fases S e G2/M da população de células tumorais 
apresentam-se relativamente reduzidas. Por outro lado, aneuploidia é 
definida quando o conteúdo de DNA celular médio das células 
compreendidas na fase G0/G1 é substancialmente diferente do conteúdo 
diploide normal (2n ou 7,14 pg de DNA) (Tabela 1) (ROSS et al., 2003). 
A ocorrência de aneuploidias, apesar de serem associadas ao 
aumento da sobrevida em determinadas malignidades hematológicas, 
estão relacionadas com pior prognóstico em outras neoplasias 
(BROWN; WITTWER, 2000).  
Por isso, o DI é utilizado como fator prognóstico preditivo da 
doença, imprescindível para estratificação do tratamento. Um dos 
exemplos que merecem destaque são as células da LLA infantil, nas 
quais a presença de hipodiploidia está associada a mau prognóstico; 
enquanto que células hiperdiploides, que apresentam DI maior ou igual 
a 1,16, demostram relação com melhor prognóstico (BROWN; 
WITTWER, 2000; SWERTS et al., 2007; RACHIERU-SOURISSEAU 
et al., 2010). 
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Tabela 1 – Definições da ploidia de DNA. 
Índice de DNA do pico G0/ G1 Definição da ploidia de DNA 
= 1,00 (1,00 ± 0,15) Diploide 
<0,85 ou >1,15 (exceto 
tetraploide) 
Aneuploide 
<0,85 Hipodiploide 
1,15 – 1,9 Hiperdiploide, Aneuploidia 
hipotetraploide 
1,9 – 2,1 População tetraploide G2/M; 
População aneuploide tetraploide 
G0/G1 
>2,1 Aneuploidia hipertetraploide 
Múltiplos picos (1,0; 2,0; 3,0; 
4,0; etc) 
Multiploide ou poliploide 
Fonte: ROSS et al., 2003. 
 
O MM é outra neoplasia maligna que merece ênfase, visto que 
pacientes acometidos por essa malignidade apresentam cariótipos 
complexos, com presença de hipodiploidia ou pseudodiploidia que, 
apesar de raras e de pior prognóstico, mostram perda de cromossomos e 
mudanças estruturais frequentes, entre as quais, rearranjos da cadeia 
pesada da imunoglobulina (IgH) (WUILLEME et al., 2005; 
BROUSSEAU et al, 2007). Por outro lado, a presença de hiperdiploida 
indica melhor prognóstico. Como exemplo, cabe salientar que as 
trissomias dos cromossomos 3, 5, 7, 9, 11, 15 e 19, são amplamente 
relatadas em pacientes com MM hiperdiploide (≥ 47 cromossomos) e 
podem ser observadas em 50-60% dos casos. Assim, a identificação de 
anormalidades cromossômicas, provavelmente, será ainda mais 
importante para avaliação da sobrevida e para seleção da melhor 
conduta terapêutica individualizada; principalmente com o 
desenvolvimento de novas modalidades no tratamento do MM, como 
novos medicamentos em combinação com as modalidades de transplante 
alternativas ou em novas combinações sem necessidade de transplante 
(NAHI et al., 2011). 
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Cabe ressaltar que, além da LLA e do MM, há um consenso de 
que a complexidade cariotípica em malignidades mieloides está 
associada a pior prognóstico (VEIGAARD; NØRGAARD; KJELDSEN, 
2011). A hipodiploidia, por exemplo, está relacionada a pior prognóstico 
na síndrome mielodisplásica (BROWN; WITTWER, 2000); enquanto a 
hiperdiploidia na LMA pode indicar prognóstico reservado em pacientes 
idosos que apresentam triploidia ou tetraploidia (SHARMA et al., 2012). 
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4 CASUÍSTICA E MÉTODOS 
 
4.1 ASPECTOS ÉTICOS 
 
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 
Seres Humanos da UFSC (CEPSH/UFSC), sob o número n°913/2010 
(Anexo A) com aprovação do adendo do conteúdo emitido em 
29/07/2013 (Anexo B). 
 
4.2 AMOSTRAS 
 
Para implantação da análise do conteúdo de DNA por citometria 
de fluxo, inicialmente foram analisadas 12 amostras de sangue periférico 
(SP) de indivíduos sem neoplasias hematológicas. 
Após isso, foram analisadas 24 amostras de pacientes atendidos 
pelo Serviço de Hematologia (HU/UFSC) que foram encaminhadas ao 
Setor de Onco-hematologia da DACL para realização de 
imunofenotipagem, entre os meses de maio e dezembro de 2013.  
Como critério de inclusão no estudo foi definido a presença de 
células de LLA ou de neoplasias de células linfoides maduras no exame 
imunofenotípico de amostras de SP, aspirados de MO, aspirados e 
biópsias de linfonodos dos pacientes supracitados. 
Juntamente às amostras de pacientes, foram utilizadas amostras-
controle de indivíduos sem neoplasias hematológicas. 
Todos os participantes dessa pesquisa assinaram o Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apêndice A). 
 
4.3 REAGENTES 
 
Os anticorpos monoclonais (AcMo) utilizados neste estudo 
estavam conjugados aos fluorocromos isotiocianato de fluoresceína 
(FITC), ficoeritrina (PE) e complexo proteína peridinina-clorofila 
(PerCP); e foram previamente titulados para a obtenção o volume ideal 
para uso (concentração de saturação). A procedência, o clone e o 
volume de todos os AcMo utilizados no estudo estão descritos nos 
Quadro 1. 
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Quadro 1 – Relação de anticorpos monoclonais, clone, volume estabelecido na 
titulação e fabricante. 
Anticorpo 
Monoclonal 
Clone Volume Fabricante 
BD Tritest™  
anti-CD4 FITC/  
anti-CD8 PE/ 
 anti-CD3 
PerCP 
 
SK3 
SK1 
SK7 
10 μL Becton, Dickinson and Company - BD Biosciences 
Anti-CD7 FITC 4H9 10 μL Becton, Dickinson and 
Company - BD Biosciences 
Anti-CD20 
FITC 
L27 7 μL Becton, Dickinson and 
Company  - BD Biosciences 
Anti-CD22 
FITC 
IS7 7 μL Exbio 
Anti-CD38 
FITC 
T16 7 μL Beckman Coulter 
CD: Cluster of Differentiation; FITC: Isotiocianato de Fluoresceína; PE: 
Ficoeritrina; PerCP: Proteína Peridinina-Clorofila. 
 
4.4 PADRONIZAÇÃO DA MARCAÇÃO CELULAR COM IODETO 
DE PROPÍDEO 
 
Na primeira etapa do projeto de implantação da análise do 
conteúdo de DNA, foi padronizada a intensidade de marcação celular – 
ou seja, a intensidade de fluorescência média (IFM) do fluorocromo 
iodeto de propídeo (PI) em leucócitos de amostras de SP (em 
anticoagulante EDTA – ácido etilenodiamino tetra-acético) sem 
neoplasias hematológicas. 
Para isso, seguiu-se o protocolo de marcação contido na bula do 
kit PI/RNase (Immunostep, Spain). Foram pipetados 100 µL de SP em 
um tubo de poliestireno, ao qual foram adicionados gota a gota 200 µL 
de etanol 70% gelado. Essa mistura foi incubada aproximadamente a 
zero grau durante 30 minutos. Após esse período, foram adicionados a 
esse tubo 2 mL de tampão fosfato-salino (PBS) com 2% de albumina de 
soro bovino (BSA) e centrifugados a 400 g por 5 minutos. O 
sobrenadante foi retirado e o sedimento foi ressuspendido em 500 µL da 
solução do kit PI/RNase (Immunostep, Spain). 
Em seguida, a mistura foi incubada por 15 minutos na ausência 
de luz e adquirida (no mínimo 5000 eventos) no citômetro de fluxo BD 
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FACSCanto II (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA). 
Para a aquisição da amostra, foi utilizado o software BD FACSDiva 
(Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) para plotar um 
histograma – gráfico de distribuição de frequências – com os dados do 
número de eventos (eixo y - ordenadas) versus IFM do PI (eixo x - 
abscissas). 
 
4.5 PADRONIZAÇÃO DA MARCAÇÃO CELULAR COM 
ANTICORPOS MONOCLONAIS E IODETO DE PROPÍDEO 
 
Na segunda parte da padronização da análise do DNA, foi 
realizado o teste para marcação dos leucócitos de SP (em EDTA) de 
indivíduos sem neoplasias hematológicas com os AcMo. 
Para isso, procedeu-se da seguinte forma: em um tubo de 
poliestireno de 5 mL (12 mm x 75 mm) (Becton, Dickinson and 
Company, San Jose, CA, USA), foram pipetados 100 μL de SP e 
adicionados 10 μL de uma mistura de AcMo contra marcadores de 
linfócitos T (CD4/CD8/CD3), conjugados aos fluorocromos 
isotiocianato de fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE) e complexo 
proteína peridinina-clorofila (PerCP), respectivamente (BD Tritest™ 
anti-CD4/ anti-CD8/ anti-CD3, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). 
Após homogeneização em vórtex, o tubo foi incubado por 10 minutos na 
ausência de luz e em temperatura ambiente. 
Após esse tempo, foi adicionado 1 mL de solução lisante (BD 
FACS Lysing Solution, San Jose, CA, USA), homogeneizado em vórtex 
e incubado por 10 minutos na ausência de luz e em temperatura 
ambiente. Depois disso, o tubo foi centrifugado a 400 g por 5 minutos, 
com posterior descarte do sobrenadante e ressuspensão do sedimento em 
100 μL de PBS. Para iniciar a marcação com PI, foram adicionados gota 
a gota 200 µL de etanol 70% gelado. Essa mistura foi incubada 
aproximadamente a zero grau durante 30 minutos, com posterior adição 
de 2 mL de PBS com 2% de albumina de soro bovino (BSA) e 
centrifugado a 400 g por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e o 
sedimento foi ressuspendido em 500 µL da solução do kit PI/RNase 
(Immunostep, Spain). Posteriormente, a mistura foi incubada por 15 
minutos na ausência de luz. A aquisição (no mínimo 5000 eventos) da 
amostra foi realizada no citômetro de fluxo BD FACSCanto II (Becton, 
Dickinson and Company, San Jose, CA, USA). Durante esse processo, 
foi utilizado o software BD FACSDiva versão 6.1.2 (Becton, Dickinson 
and Company, San Jose, CA, USA) para plotar um histograma com os 
dados do número de células (eixo y) versus IFM do PI (eixo x). A 
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análise dos dados foi realizada com o software Infinicyt versão 1.6.0 
(Cytognos SL, Salamanca, España).  
 
4.6 PADRONIZAÇÃO DA MARCAÇÃO DE CÉLULAS DE 
SANGUE PERIFÉRICO E DE MEDULA ÓSSEA DE PACIENTES 
COM NEOPLASIAS HEMATOLÓGICAS 
 
Para dar continuidade à padronização da metodologia, foram 
iniciados os testes com células de amostras de MO e SP de pacientes 
que apresentaram células patológicas no exame imunofenotípico.  
Para a análise de aspirados de MO, era necessária uma etapa 
adicional antes da marcação com os AcMo, a qual consistia na lavagem 
da amostra com PBS para retirada da gordura do material. Para isso, em 
um tubo de poliestireno de 5 mL (12 mm x 75 mm) foram adicionados 1 
mL de amostra de aspirado de MO e 1 mL de PBS, com posterior 
homogeneização em vórtex, centrifugação a 400 g por 5 minutos, 
retirada do sobrenadante e ressuspensão do sedimento em 500 µL de 
PBS. A partir desse ponto, essa amostra estava pronta para marcação 
com AcMo. 
Além disso, a padronização da marcação de células de pacientes 
com neoplasias hematológicas exigia a utilização de um controle interno 
do teste, o qual consistiu de uma amostra de SP normal (sem neoplasia 
hematológica) proveniente de um “paciente controle” do mesmo sexo do 
“paciente teste” (RACHIERU-SOURISSEAU et al., 2010). Essas 
amostras foram originadas do Setor de Hematologia da DACL, sem 
qualquer divulgação da identidade do “paciente controle”. 
Dessa forma, para cada amostra processada, foram testados três 
tubos:  
• Tubo 1: era constituído pela mistura da amostra de SP ou MO 
do “paciente teste” com um AcMo contra o marcador 
característico da neoplasia hematológica em questão. O volume 
médio de amostra utilizada foi de100 µL, pois variava com a 
celularidade (aquisição de no máximo 2000 eventos/segundo no 
modo High). Por isso, quando havia excesso de células, a 
amostra era diluída até se obter a celularidade desejada. Por 
outro lado, se a quantidade de células era insuficiente, era 
utilizado maior volume de amostra; 
• Tubo 2: era composto por uma mistura  meio a meio da amostra 
de SP ou MO do “paciente teste” e da amostra de SP do 
“paciente controle”, mais um AcMo contra o marcador 
característico da neoplasia hematológica. Essa mistura, 
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geralmente, foi feita com 50 µl de amostra do “paciente teste” e 
50 µL de amostra do “paciente controle”; pois; assim como no 
tubo 1, também dependia da celularidade; 
• Tubo 3: era formado pela amostra de SP do “paciente controle” 
mais um AcMo contra o marcador característico da neoplasia 
hematológica. O volume utilizado deveria ser igual ao do tubo 
1. 
Cabe ressaltar que, devido serem específicos para cada doença, os 
AcMo utilizados na marcação celular foram definidos após a 
determinação do perfil imunofenotípico (imunofenotipagem) das células 
neoplásicas do “paciente teste”.  
Além disso, o volume de AcMo que deveria ser adicionado aos 
tubos já havia sido estabelecido em titulações realizadas pelo Setor de 
Onco-hematologia, conforme orientações do fabricante, para todos os 
marcadores utilizados. 
Após a identificação dos tubos e adição de seus respectivos 
conteúdos, foi realizada a permeabilização celular e marcação do DNA 
com PI, conforme descrito no item 4.3 – Padronização da Marcação 
Celular com Iodeto de Propídeo. 
Os resultados obtidos a partir da citometria de fluxo foram 
comparados com os resultados do estudo citogenético, quando estes 
estavam disponíveis no prontuário dos indivíduos dos quais foram 
obtidas as amostras. 
 
4.7 PADRONIZAÇÃO DA MARCAÇÃO DE CÉLULAS DE 
ASPIRADOS E BIÓPSIAS DE LINFONODOS DE PACIENTES COM 
NEOPLASIAS HEMATOLÓGICAS 
 
Após a padronização da metodologia em SP e aspirado de MO, 
foi iniciada a padronização em amostras de aspirados e biópsias de 
linfonodos. Por ser de difícil obtenção, esse tipo de material foi 
padronizado somente à medida que foi recebido no Setor de Onco-
hematologia. 
É importante destacar que as células precisam estar em suspensão 
para serem analisadas por citometria de fluxo. Dessa forma, para 
utilização de biópsias de linfonodos foi necessário macerá-las com um 
bastão de vidro, adicionar aproximadamente 500 µL de PBS e filtrá-las 
em filtro de 150 µm para retirar o excesso de tecido. Após, a suspensão 
filtrada foi utilizada da mesma forma que os aspirados de linfonodos.  
De modo geral, a padronização para o uso de aspirados e biópsias 
de linfonodos não diferiu daquela realizada para SP e MO. A diferença 
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fundamental estava no uso do SP do “paciente controle”, pois os 
eritrócitos dessa amostra dificultavam o teste. Por isso, foi necessário 
isolar os mononucleares do SP do “paciente controle” para que essas 
células pudessem ser misturadas às células do “paciente teste” (vide 
item 4.6.1 – Isolamento de mononucleares de sangue periférico para 
controle interno). 
Da mesma forma que nos testes com SP ou MO, para cada 
amostra processada, foram utilizados três tubos:  
• Tubo 1: era constituído pela mistura da amostra de aspirado ou 
suspensão da biópsia de linfonodo do “paciente teste” mais um 
AcMo contra o marcador característico da neoplasia 
hematológica em questão. O volume médio de amostra utilizada 
era 100 µL, pois dependia da celularidade; 
• Tubo 2: era composto por uma mistura meio a meio da amostra 
de aspirado ou suspensão da biópsia de linfonodo do “paciente 
teste” e da  amostra de mononucleares de SP do “paciente 
controle”, mais um AcMo contra o marcador característico da 
neoplasia hematológica. Essa mistura, geralmente, era feita com 
50 µL de amostra do “paciente teste” e 50 µL de amostra do 
“paciente controle” para resultar no mesmo volume do tubo 1; 
• Tubo 3: era formado pela alíquota de mononucleares de SP do 
“paciente controle” mais um AcMo contra o marcador 
característico da neoplasia hematológica. O volume utilizado 
era igual ao do tubo 1. 
 
Cabe ressaltar, que os marcadores, ou seja, os AcMo utilizados na 
marcação celular eram definidos após a determinação do perfil 
imunofenotípico das células neoplásicas do “paciente teste” por meio da 
imunofenotipagem, realizada previamente. Além disso, o volume de 
AcMo adicionado aos tubos já havia sido estabelecido em titulações 
realizadas pelo Setor de Onco-hematologia, conforme orientações do 
fabricante, para todos os marcadores utilizados. 
Após a identificação dos tubos e adição das amostras e reagentes, 
foi realizada a permeabilização celular e marcação do DNA com PI, 
conforme descrito no item 4.3 – Padronização da Marcação Celular com 
Iodeto de Propídeo. 
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4.7.1 Isolamento de mononucleares de sangue periférico para 
controle interno 
 
Para o isolamento dos mononucleares dos outros constituintes do 
SP, foi utilizado o método de separação de células por gradiente de 
densidade – Ficoll-Hypaque (densidade: 1,077 g/mL; Sigma-Aldritch, 
St. Louis, USA). Para isso, foram adicionados 1 mL de SP (em EDTA) 
de indivíduo sem neoplasia hematológica e 1 mL de PBS em um tubo de 
poliestireno de 5 mL (12 mm x 75 mm) e, logo após, misturados por 
inversão. Essa mistura foi lentamente colocada sobre 2 mL de Ficoll-
Hypaque contidos em outro tubo de poliestireno; o qual foi centrifugado 
a 400 g por 30 minutos. 
Após centrifugação, formaram-se as seguintes fases: fase superior 
composta pelo plasma e seus constituintes solúveis; interface constituída 
pelas células mononucleares; fase inferior composta pelo Ficoll-
Hypaque; e sedimento, formado pelos eritrócitos e granulócitos. 
A primeira fase foi cuidadosamente aspirada e descartada para 
que a interface que continha os mononucleares pudesse ser retirada. 
Logo após essa etapa, a interface foi colocada em outro tubo de 
poliestireno, ao qual foi adicionado PBS para que o excesso de Ficoll-
Hypaque fosse retirado. Procedeu-se, em seguida, uma nova 
centrifugação em condições iguais às anteriores. Posteriormente, o 
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 500 µL de 
PBS para serem utilizadas como controle interno do teste. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 PADRONIZAÇÃO DA MARCAÇÃO CELULAR COM IODETO 
DE PROPÍDEO 
 
Para padronização do histograma, à medida que era feita a 
aquisição, foram selecionadas as células de interesse do SP (linfócitos) 
no gráfico de dispersão de luz Foward Scatter - Area (FSC-A) linear 
versus Side Scatter - Area (SSC-A) linear (Figura 2, Painel A – células 
em vermelho). O detector FSC avalia o tamanho, enquanto, o SSC, 
detecta a granulosidade celular. Além desse gráfico, também foi plotado 
um dot plot (gráfico de pontos, onde cada ponto é chamado de evento) e 
um histograma para visualizar a IFM do corante PI, o qual é detectado 
pelo detector FL2 (fluorescência 2). Este último emite luz no 
comprimento de onda de aproximadamente 570 nm, mesmo canal que 
detecta o fluorocromo PE. 
Dessa forma, foi estabelecido um dot plot com os dados de PI (PE 
– Área) linear versus SSC – Area (área) linear (Figura 2, Painel B); e um 
histograma com a IFM do PI (PE - Área) versus número de eventos 
(density) (Figura 2, Painel C). 
Durante a passagem da amostra pelos lasers, foi necessário 
ajustar a posição das células dentro do dot plot; pois, a fixação/ 
permeabilização realizada com o álcool 70% altera o tamanho celular e, 
consequentemente, a disposição das células no dot plot. A 
fixação/permeabilização das células permite que o PI penetre no 
citoplasma, ação impossibilitada anteriormente à adição do álcool 
devido à presença da membrana plasmática íntegra. Além disso, o PI, 
que é pouco fluorescente em solução aquosa, exibe forte fluorescência 
quando ligado ao DNA, devido à natureza hidrofóbica da interação 
(ORMEROD, 2008). 
Os parâmetros de SSC e FSC foram ajustados até que se 
obtivesse a IFM do PI com variação entre 50.000 e 150.000. Por outro 
lado, para o detector SSC, ficou estabelecido a IFM máxima em torno de 
150.000; e a IFM mínima, próxima ao eixo x, pois esta é a localização 
das células mononucleares, que não exibem grânulos (KRUEGER; 
WILSON, 2011) (Figura 2, Painel A). 
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Figura 2 – Gráfico representativo da padronização da localização das células de 
sangue periférico nos eixos x e y dos dot plots. 
 
 
Figura 2, Painel A: Seleção dos linfócitos (em vermelho) do SP para ajuste das 
voltagens dos detectores FSC e SSC. As células em cinza correspondem às 
demais células da amostra; Painel B: Dot plot representando a intensidade de 
marcação (IFM) dos linfócitos pelo PI; Painel C: Histograma representando a 
IFM do PI em relação à quantidade de células; Painel D: Dot plot PI PE-Area 
versus PI PE-Width para retirar debris (restos celulares) e dubletes (eventos em 
verde). FSC: Dispersão de luz frontal; SSC: Dispersão de luz lateral; PI: iodeto 
de propídeo; IFM: Intensidade de Fluorescência Média. Fonte: A autora. 
 
Adicionalmente, foi avaliado outro dot plot [PI PE-A versus PI 
PE-W (Width)] (Figura 2, Painel D), o qual teve como objetivo retirar os 
debris (restos celulares) e os dubletes de células – agregados celulares 
que prejudicam o resultado do exame por ter maior FSC (eventos em 
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verde) (DARZYNKIEWICZ; JUAN; BEDNER, 2001; NUNEZ, 2001; 
KRUEGER; WILSON, 2011). Para separar o sinal emitido pelos 
dubletes de células que se encontram na fase G1 daquele que é emitido 
pelas células que se estão verdadeiramente na fase G2/M – e que 
possuem maior quantidade de DNA e, consequentemente, maior IFM –, 
foi utilizada a diferença na altura do sinal emitido pelo laser FL2, pois 
os dubletes (células grudadas) aumentam o sinal emitido FL2 Width, 
devido ao maior diâmetro; enquanto o sinal de FL2 Area é igual tanto 
para células únicas na fase G2/M quanto para dubletes na fase G1 
(NUNEZ, 2001; KRUEGER; WILSON, 2011). Além disso, as amostras 
devem ser adquiridas no citômetro em baixa velocidade – menos de 
1000 células por segundo – para se obter boa discriminação entre 
singletes (células individuais) e dubletes (NUNEZ, 2001). 
Outro fato que foi considerado na padronização da metodologia, 
foi a utilização de um kit de PI com RNAse, para prevenir a ligação 
desse fluorocromo com algum RNA de cadeia dupla e evitar falsas 
interpretações no conteúdo de DNA (NUNEZ, 2001; ORMEROD, 
2008). 
 
5.2 PADRONIZAÇÃO DA MARCAÇÃO CELULAR COM 
ANTICORPOS MONOCLONAIS E IODETO DE PROPÍDEO 
 
Na segunda parte da padronização da análise do DNA, foi testada 
a marcação dos leucócitos de SP de indivíduos sem neoplasias 
hematológicas com uma mistura de AcMo contra marcadores de 
linfócitos T (CD4/CD8/CD3), conjugados aos fluorocromos 
FITC/PE/PerCP, respectivamente (BD Tritest™ anti-CD4/ anti-CD8/ 
anti-CD3, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Esses marcadores 
foram escolhidos por estarem presentes em maior proporção nas células 
linfoides do SP. 
Para essa análise, foram plotados, além dos dot plots presentes no 
item 5.1 –Padronização da Marcação Celular com Iodeto de Propídeo 
(detalhados novamente na Figura 3, Painéis A, C, E e F), mais três dot 
plots com a plotagem dos AcMo versus a granulosidade das células 
(CD4 FITC-A log versus SSC-A linear; CD8 PE-A log versus SSC-A 
linear e CD3 PerCP-A log versus SSC-A linear) (Figuras 3, Painéis B, C 
e D, respectivamente) e três gráficos para cada um dos AcMo versus 
IFM do PI (CD4 FITC-A log versus PI PE-A linear; CD8 PE-A log 
versus PI PE-A linear e CD3 PerCP-A log versus PI PE-A linear) 
(MULLEN, 2004; KRUEGER; WILSON, 2011).  
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Figura 3 – Gráfico representativo da padronização da marcação celular com 
anticorpos monoclonais e iodeto de propídeo em células de sangue periférico. 
 
Figura 3, Painel A: Seleção dos linfócitos da amostra (células em vermelho). As 
células em cinza correspondem às demais células da amostra; Painel B: 
Linfócitos positivos para o AcMo CD4 (círculo azul) (CD4+: linfócitos T 
helper); Painel C: Marcação celular do PI e do AcMo CD8. Nota-se que não 
houve separação de uma grupo de células (como ocorrido com o AcMo CD4) 
devido a interferência do PI sobre o espectro de emissão de fluorêsncia do 
AcMo CD8; Painel D:Interfência do PI sobre o espectro de emissão do 
fluorocromo PerCP; Painel E: Dot plot PI PE-Area versus PI PE-Width para 
retirar debris (restos celulares) e dubletes (não mostrado); Painel F: Histograma 
representando a IFM do PI em relação à quantidade de células. FSC: Dispersão 
de luz frontal; SSC: Dispersão de luz lateral; PI: iodeto de propídeo; IFM: 
Intensidade de Fluorescência Média; CD3: Anticorpo anti-CD3; CD4: 
Anticorpo anti-CD4; CD8: Anticorpo anti-CD8; FITC: Isotiocianato de 
Fluoresceína; PE: Ficoeritrina; PerCP: Complexo Proteína Peridinina-Clorofila. 
Fonte: A autora. 
 
Na Figura 3, os três últimos dot plots (CD4 FITC-A log versus PI 
PE-A linear; CD8 PE-A log versus PI PE-A linear e CD3 PerCP-A log 
versus PI PE-A linear) têm a função de mostrar uma população celular 
específica com relação à quantidade de DNA nuclear. Se a amostra 
contiver células aneuploides entre as células diploides, aparecerão dois 
grupos de células com diferente IFM do PI (demonstrado 
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posteriormente) (WANG et al., 2004; RACHIERU-SOURISSEAU et 
al., 2010; KRUEGER; WILSON, 2011). 
Além disso, à medida que as células foram adquiridas pelo 
citômetro de fluxo, a voltagem dos tubos fotomultiplicadores (PMT), 
que têm a função de detectar fluorescência, foi ajustada até que os 
eventos ficassem dentro dos limites do gráfico, visto que inicialmente o 
PI exibiu alta IFM. O threshold – ponto a partir do qual o sinal é 
considerado um evento positivo – foi estabelecido como sendo todas as 
células posicionadas acima de 101 no gráfico (Figura 3, Painel A).  
Esse teste inicial com os AcMo contra os marcadores de 
linfócitos T não foi bem sucedido devido à sobreposição dos espectros 
de emissão dos fluorocromos PE e PerCP sobre a leitura da IFM do PI, 
visto que a leitura de todos esses é realizada no mesmo detector FL2 
(ORMEROD, 2008). 
Em vista disso, foi padronizado o uso de AcMo conjugados ao 
fluorocromo FITC, pois seu espectro de emissão é lido no detector FL1 
e, por isso, não ocorre interferência com a faixa de emissão da 
fluorescência do PI (ORMEROD, 2008; KRUEGER; WILSON, 2011). 
 
5.3 PADRONIZAÇÃO DA MARCAÇÃO DE CÉLULAS DE 
PACIENTES COM NEOPLASIAS HEMATOLÓGICAS 
 
Para dar continuidade à padronização da metodologia, foram 
iniciados os testes com células de amostras de SP, aspirados de 
linfonodos e de MO e biópsias de linfonodo de pacientes que 
apresentaram células patológicas no exame imunofenotípico. 
Uma vez que o DI é uma mensuração relativa, para todos os 
exames foi necessária a utilização de uma amostra controle, a qual foi 
obtida de indivíduo do mesmo sexo do paciente, devido a diferença nas 
quantidades de DNA entre os cromossomos X e Y (RACHIERU-
SOURISSEAU et al., 2010).  
A utilização da amostra de um “paciente controle” misturada ao 
“paciente teste” (volume/ volume) – denominado tubo 2 – foi necessária 
para comparar a localização das células não doentes com as células 
patológicas. Esse procedimento foi utilizado para verificar se as células 
patológicas exibem conteúdo de DNA euploide (2n) ou aneuploide 
(diferente de 2n), principalmente em amostras de “pacientes teste” que 
não exibem nenhuma população de células com conteúdo de DNA 
dentro da normalidade (WANG et al., 2004; RACHIERU-
SOURISSEAU et al., 2010). 
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Além disso, o tubo 3 que continha apenas as células do “paciente 
controle” e o AcMo dirigido contra os marcadores presentes nas células 
patológicas tinha a função de conhecer o perfil de marcação do AcMo 
em células não doentes. 
Os AcMo utilizados na marcação celular foram definidos sempre 
após a determinação do tipo de malignidade hematológica a partir do 
perfil imunofenotípico (imunofenotipagem) das células neoplásicas. Os 
AcMo utilizados para calcular o DI são direcionados contra marcadores 
característicos de cada doença – conjugados  ao fluorocromo FITC, para 
não causar sobreposição com o  espectro de emissão de fluorescência do 
PI (KRUEGER; WILSON, 2011). 
Basicamente, foram utilizados sempre os mesmos AcMo para 
determinada doença. Para LLA-T, foi estabelecido o uso de CD7, 
característico de linfócitos T (Figura 4). Para LLA-B e para linfomas, 
foram utilizados AcMo direcionados contra marcadores de células B, 
tais como: CD20, CD22 (Figura 5). E finalmente, para MM, foi 
utilizado o CD38 (Figura 6).  
Para calcular o DI, ou seja, a quantidade de material genético que 
as células patológicas continham em comparação com as células do 
“paciente controle”, foi feita a razão entre o pico G0/G1 de uma 
população teste e o pico G0/G1 de uma população diploide padrão 
(WANG et al., 2004; OCIO et al., 2005; ARICÒ et al., 2008; 
KRUEGER; WILSON, 2011). A partir disso, DI = 1,0 corresponde ao 
conteúdo de DNA diploide (2n) ou 46 cromossomos – característico de 
células na fase G0 e G1; enquanto que células com DI = 2,0 possuem 
conteúdo de DNA tetraploide (4n), com 92 cromossomos (NUNEZ, 
2001; ROSS et al., 2003). É importante destacar que, o DI de uma 
população aneuploide raramente é menor que 1,0 (hipodiploide) e 
comumente é maior que 1,0 (hiperdiploide) (ROSS et al., 2003). 
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Figura 4 – Figura ilustrativa de um caso de LLA-T que demonstra a estratégia 
de análise do conteúdo de DNA em amostra de medula óssea. 
 
 
Figura 4, Painel A: Seleção das células de interesse no tubo 1 (linfoblastos + 
linfócitos normais). As células em cinza correspondem às demais células da 
amostra; Painéis B e C: Seleção dos linfócitos positivos para CD7; Painel D: 
Dot plot PI PE-Area versus PI PE-Width para retirar debris (restos celulares) e 
dubletes; Painel E: Seleção dos linfócitos CD7 positivos com baixa IFM para a 
marcação com PI (células diploides); Painel F: Seleção dos linfócitos CD7 
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positivos com alta IFM para a marcação com PI (células hiperdiploides); Painel 
G: Linfócitos diploides (em verde) e linfócitos hiperdiploides (em vermelho) e a 
diferença da IFM para marcação com PI; Painel H: Histograma representando a 
diferença da IFM entre as células patológicas hiperdiploides (em vermelho) e as 
células normais diploides (em verde). FSC: Dispersão de luz frontal; SSC: 
Dispersão de luz lateral; PI: iodeto de propídeo; IFM: Intensidade de 
Fluorescência Média; CD7: Anticorpo anti-CD7; FITC: Isotiocianato de 
Fluoresceína. Fonte: A autora. 
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Figura 5 – Figura ilustrativa de um caso de Linfoma de Burkitt que demonstra a 
estratégia de análise do conteúdo de DNA em amostra de medula óssea. 
 
Figura 5, Painel A: Células de interesse (linfócitos patológicos + linfócitos 
normais) no tubo 1 – gated; Painel B: Células positivas para a marcação com 
AcMo contra CD20 e CD22; Painel C: Diferença entre a IFM do PI das células 
patológicas (em verde) e dos linfócitos T CD3+ (em amarelo); Painel D: 
Linfócitos diploides (em vermelho) e linfócitos hiperdiploides  (patológicos) 
(em verde) e a diferença da IFM da marcação com PI; Painel E: Dot plot PI PE-
Area versus PI PE-Width para retirar debris (restos celulares) e dubletes; Painel 
F: Histograma representando a diferença da IFM entre as células patológicas 
hiperdiploides (em verde) e as células normais diploides (em vermelho).  FSC: 
Dispersão de luz frontal; SSC: Dispersão de luz lateral; PI: iodeto de propídeo; 
IFM: Intensidade de Fluorescência Média; CD20: Anticorpo anti-CD20; CD22: 
Anticorpo anti-CD22; FITC: Isotiocianato de Fluoresceína. Fonte: A autora.  
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Figura 6 – Figura ilustrativa de um caso de mieloma múltiplo que demonstra a 
estratégia de análise do conteúdo de DNA em amostra de medula óssea. 
 
Figura 6, Painel A: Seleção das células de interesse (plasmócitos patológicos + 
plasmócitos normais) no tubo 1. As células em cinza correspondem às demais 
células da amostra; Painéis B e C: Seleção dos plasmócitos positivos para 
CD38; Painel D: Plasmócitos positivos para CD38 e a diferença na IFM da 
marcação com PI; Painéis E e F: Seleção dos plasmócitos CD38 positivos com 
alta IFM para a marcação com PI (células hiperdiploides) (em vermelho). Os 
plasmócitos normais exibem menor IFM para a marcação com PI (células 
diploides); Painel G: Plasmócitos diploides (em verde) e plasmócitos 
hiperdiploides (em vermelho) e a diferença da IFM para marcação com PI; 
Painel H: Dot plot PI PE-Area versus PI PE-Width para retirar debris (restos 
celulares) e dubletes (não representado); Painel I: Histograma representando a 
diferença da IFM entre as células patológicas hiperdiploides (em vermelho) e as 
células normais diploides (em verde). FSC: Dispersão de luz frontal; SSC: 
Dispersão de luz lateral; PI: iodeto de propídeo; IFM: Intensidade de 
Fluorescência Média; CD38: Anticorpo anti-CD38; FITC: Isotiocianato de 
Fluoresceína. Fonte: A autora. 
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5.3.1 Inserção da metodologia na rotina 
 
Foram avaliadas, no total, 24 amostras de SP (n = 6), aspirados de 
MO (n = 10), aspirados de linfonodos (n = 4) e biópsias de linfonodos (n 
= 4) de pacientes com as seguintes neoplasias malignas: linfomas (n = 
15), LLA (n = 5) e MM (n = 4). 
Para melhor descrição dos resultados, essas doenças foram 
divididas em tópicos individuais. 
 
5.3.1.1 Linfomas 
 
Os linfomas apresentaram maior variedade de amostras (n = 15), 
visto que foram recebidas duas amostras (n = 2) de aspirado de MO, 
cinco amostras (n = 5) de SP, quatro amostras (n = 4) de aspirado de 
linfonodos e quatro amostras (n = 4) de biópsia de linfonodos. 
A maior parte dos casos foi de Linfoma de Burkitt – LB (n = 4) e 
de Linfoma de Células do Manto (n = 4), seguidos pelo Linfoma Difuso 
de Grandes Células B – LDGCB (n = 3). As outras quatro amostras 
corresponderam aos casos de: LNH de Células B (n = 2), Linfoma da 
Zona Marginal (n = 1) e Síndrome de Sézary (n = 1). 
A mediana da idade (± desvio-padrão – DP) dessa população foi 
de 55 (± 19) anos, com predomínio do sexo masculino (4:1). 
No total, 11 amostras (73,3%) apresentaram conteúdo de DNA 
aneuploide. Para melhor compreensão, os tipos de linfomas com os 
respectivos resultados para presença/ ausência de aneuploidia estão 
detalhados na Tabela 2. Os DIs de todas as amostras de pacientes 
testados estão representados no Apêndice B. 
Do total de pacientes, apenas em dois casos (13,4%) foram 
solicitados os exames citogenéticos (cariótipo). Desses, somente um 
paciente teve presença de aneuploidia de cromossomos (células com 57 
cromossomos), o que confirmou o resultado do obtido por citometria de 
fluxo (aneuploidia de DNA com DI = 1,50 e presença de 9% de células 
B patológicas).  
No outro paciente com aneuploidia, a citometria de fluxo 
evidenciou 57% de células patológicas e a análise do conteúdo de DNA 
mostrou um DI = 1,65; porém, a citogenética não indicou ganhos de 
cromossomos.  
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Tabela 2 – Subtipos de linfomas com relação à presença ou ausência de 
aneuploidias no conteúdo de DNA celular. 
Linfoma 
Amostras 
(n) (%) 
Presença de 
aneuploidia 
(n) (%) 
Ausência de 
aneuploidia 
(n) (%) 
Linfoma de Burkitt 4 (26,6%) 4 (100%) --- 
Linfoma de 
Células do Manto 
4 (26,65%) 2 (50%) 2 (50%) 
LDGCB 3 (20,0%) 3 (100%) --- 
LNH de Células B 2 (13,4%) 1 (50%) 1 (50%) 
Linfoma da Zona 
Marginal 
1 (6,7%) 1 (100%) --- 
Síndrome de 
Sézary 
1 (6,7%) --- 1 (100%) 
Total 15 11 4 
 
Durante este estudo, houve 40% de taxa de óbito (n = 6), dos 
quais 50,0% (n = 3) corresponderam a pacientes portadores de LB; e os 
outros 50,0% corresponderam a pacientes portadores de LDGCB (n = 
1), Linfoma de Células do Manto (n = 1) e LNH de Células B (n = 1).  
Com relação ao LB, o principal rearranjo cromossômico ocorre 
na região 8q24. Assim, a translocação mais comum nesse linfoma é 
t(8;14)(q24;q32), a qual ocorre em aproximadamente 70 – 80% dos 
casos. Outras translocações, como a t(2;8)(p12;q24) e t(8;22)(q24;q11) 
são observadas em 10 – 15% dos casos. Além disso, 60 – 90% dos LB 
mostram anormalidades cromossômicas secundárias, dos quais 30 – 
50% dos tumores exibem cariótipos complexos (NELSON et al., 2010). 
Estudos sobre LNH sugerem maior incidência de aneuploidias de 
DNA (50-60%) em linfomas mais agressivos quando comparados aos 
linfomas de baixo-grau (10-20%) (BELESSI et al., 2003; WANG et al., 
2004); ainda que a função dessas aneuploidias como fator prognóstico 
da maioria dos LNH de pequenas e grandes células permaneça 
controverso (WANG et al., 2004). 
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5.3.1.2 Leucemia Linfoblástica Aguda 
 
Do total de pacientes com LLA (n = 5), três (n = 3) foram 
diagnosticados com LLA-B e dois (n = 2) com LLA-T. Foram recebidas 
quatro amostras (n = 4) de aspirado de MO e uma (n = 1) de SP. 
Com relação aos pacientes com LLA-B, a mediana da idade (± 
DP) foi 25 (± 15) anos, com predomínio do sexo feminino (2:1). Por 
outro lado, a mediana da idade (± DP) dos pacientes com LLA-T  foi de 
36 (± 0) anos, com presença exclusiva  do sexo masculino. 
Todas as amostras de LLA (100%), tanto de células B quanto de 
células T, apresentaram conteúdo de DNA aneuploide, com DI entre 
1,22 e 1,71 (Apêndice B). A presença de DI ≥ 1,50, mas < 1,75 é 
classificada como quase-triploidia, na qual a quantidade de 
cromossomos varia entre 68 e 80 (RAIMONDI et al., 2006). 
A presença de DI ≥ 1.16 (hiperdiploidia) está relacionada à 
sobrevida mais longa em crianças com LLA (RACHIERU-
SOURISSEAU et al., 2010, GRAUX, 2011). Por outro lado, apesar de 
preditiva em crianças, a relação entre a presença de alterações 
cromossômicas e o prognóstico em adultos, não está bem estabelecida 
(MANCINI et al., 2005; MOORMAN et al., 2007; MRÓZEK1; 
HARPER; APLAN, 2009; MOORMAN et al., 2010). Um estudo 
publicado por Moorman e colaboradores (2007) relatou que alterações 
citogenéticas comumente presentes em adultos mais velhos, como 
cromossomo Ph+, t(4;11), cariótipo complexo (com cinco ou mais 
anormalidades cromossômicas) e baixa hipodiploidia/ quase-triploidia, 
estão relacionadas a uma sobrevida inferior, independentemente da 
idade, sexo e contagem inicial de leucócitos. Além disso, pacientes com 
LLA Ph+ são mais velhos, apresentam maior contagem de leucócitos e 
de blastos ao diagnóstico, mostram com frequência positividade para 
marcadores de diferenciação mieloide, e costumam ter prognóstico 
reservado, com pouca chance de cura (FADERL; ALBITAR, 2000). 
Durante este estudo, a taxa de óbito foi de 40% (n =2); sendo um 
paciente portador de LLA-B e um portador de LLA-T, os quais exibiram 
DI igual a 1,61 e 1,63, respectivamente. Devido a amostra ser reduzida, 
não se pode extrapolar os resultados para a população em geral, o que 
mostra a necessidade da continuação dessa investigação, inclusive com a 
pesquisa de outras alterações que podem ser detectadas por biologia 
molecular. 
A comparação com o cariótipo só pôde ser feita em três amostras 
(60%), sendo um paciente portador de LLA-B e dois portadores de 
LLA-T. Os três cariótipos não apresentaram conteúdo aumentado ou 
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diminuído de cromossomos, porém em todos os casos a análise do 
conteúdo de DNA por citometria de fluxo evidenciou DI > 1,0, 
mostrando DI = 1,61 no caso de LLA-B; e DI = 1,22 e 1,63 nos casos de 
LLA-T, respectivamente. Assim como nos linfomas, a presença de 
células de LLA com diferença na quantidade de DNA, sem alterações 
numéricas nos cromossomos, resulta na alteração do valor do DI. Por 
isso, a mensuração do DI por citometria de fluxo deve ter sensibilidade 
elevada a fim de detectar clones raros e distinguir dois clones com pouca 
diferença do conteúdo de DNA entre si (RACHIERU-SOURISSEAU et 
al., 2010). 
 
5.3.1.3 Mieloma Múltiplo 
 
Todas as amostras de MM (n = 4) recebidas para realização da 
análise do conteúdo de DNA foram de aspirado de MO. A escolha desse 
tipo de material biológico provavelmente é porque as células patológicas 
do MM apresentam tropismo pela MO (BASAK; CARRIER, 2010). 
A mediana da idade (± DP) dos pacientes foi 63 (± 8) anos, com 
predomínio do sexo feminino (3:1). 
Do total de amostras analisadas, três (75%) apresentaram 
conteúdo de DNA diploide e apenas uma (25%) exibiu conteúdo de 
DNA aumentado (DI = 1,29) (Apêndice B), ou seja, considerada 
hiperdiploide (MATEO et al., 2005; CHNG et al., 2006); 
porém, a comparação com a citogenética não pôde ser realizada.  
As aneuploidias no DNA de células plasmocíticas estão presentes 
em aproximadamente 60-80% dos casos de MM (TABERNERO et al., 
1996; ALMEIDA et al., 1999; OCIO et al., 2005), e evidenciam 
importantes implicações no prognóstico do MM. A presença de 
hiperdiploidia, evidenciada na amostra supracitada, pode indicar 
sobrevida prolongada quando comparada aos MM diploides (LIMA et 
al, 2000; WUILLEME et al., 2005; RAAB et al, 2009). 
Em vista disso, vários estudos têm demonstrado a importância da 
pesquisa da ploidia do DNA no prognóstico do MM, tanto por 
citogenética convencional (SMADJA et al., 2001; FONSECA et al., 
2003; PANTOU et al., 2005; SMADJA et al., 2003), quanto por 
citometria de fluxo (MATEO et al., 2005; CHNG et al., 2006). No 
entanto, é necessário destacar que a citogenética clássica, além de ser 
trabalhosa e demorada, nem sempre pode ser realizada no momento do 
diagnóstico (KOREN-MICHOWITZ et al., 2007), devido à infiltração 
heterogênea da MO, à baixa taxa proliferativa das células patológicas 
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(WUILLEME et al., 2005) e, consequentemente, ao desenvolvimento 
escasso em culturas celulares, o que torna difícil a obtenção de 
metáfases (TABERNERO et al., 1996; NAHI et al, 2011). 
Apesar das vantagens evidenciadas pela citometria de fluxo, essa 
metodologia tem baixa sensibilidade para detecção de hipodiploidias 
(WUILLEME et al., 2005). Dessa forma, em aproximadamente metade 
dos pacientes com MM que apresentam histograma de DNA diploide 
nessa metodologia, existem alterações cromossômicas numéricas não 
detectadas devido a ganhos e perdas balanceados de cromossomos ou 
também a aberrações individuais que, em ambos os casos, permanecem 
indetectáveis (TABERNERO et al., 1996). 
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6 CONCLUSÕES 
 
A partir deste estudo, foram evidenciadas as seguintes 
conclusões: 
 
• Com relação à padronização da metodologia, foi estabelecida a 
utilização de AcMos conjugados ao fluorocromo FITC para não 
ocorrer interferência com a faixa de emissão da fluorescência 
do PI; 
• Com relação aos resultados obtidos nas análises de amostras de 
pacientes por citometria de fluxo, foram encontradas 
aneuploidias em 73,3% dos pacientes portadores de linfomas; 
em 100% dos pacientes portadores de LLA; e em 25% dos 
pacientes portadores de MM; 
• A comparação dos resultados da citometria de fluxo com a 
citogenética apenas foi possível em 13,4% das amostras de 
células de linfomas e em 60% das de LLA. As amostras de MM 
não foram submetidas ao exame citogenético; 
• De todos os resultados do conteúdo de DNA por citometria de 
fluxo que puderam ser comparados com o exame citogenético 
(n = 5), quatro amostras apresentaram aneuplodias somente 
pelo primeiro método, o que indica a necessidade de se fazer 
todos os exames disponíveis, a fim de que os resultados obtidos 
sejam os mais próximos possíveis da realidade;  
 
Os resultados encontrados indicam que a citometria de fluxo é um 
bom método para auxiliar na estimativa do prognóstico dos pacientes 
portadores de neoplasias hematológicas. Contudo, é importante destacar 
que, a avaliação do prognóstico é complexa, e envolve desde questões 
intrínsecas de cada paciente até os resultados de exames laboratoriais – 
como a citogenética e a biologia molecular. 
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7 PERSPECTIVAS 
 
Considerando-se o fato de que a avaliação do prognóstico das 
neoplasias hematológicas é multifatorial, para melhor estimativa do 
prognóstico dos pacientes incluídos neste estudo, sugere-se: 
 
• Ampliar o número de pacientes com neoplasias hematológicas 
estudados neste trabalho; 
• Determinar o coeficiente de variação para definitivamente 
implantar o exame no Setor de Onco-hematologia; 
• Acompanhar durante pelo menos cinco anos a evolução clínica 
e laboratorial dos pacientes incluídos neste estudo; 
• Comparar os resultados obtidos por citometria de fluxo e por 
citegenética, a partir da parceria criada entre o Setor de Onco-
hematologia e o Serviço de Citogenética da DACL; 
• Implantar a pesquisa de novas translocações envolvidas na 
patogênese doenças onco-hematológicas, em especial os 
linfomas, a LLA e o MM. 
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ANEXO A – APROVAÇÃO DO PROJETO DE PESQUISA PELO 
COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS – 
CEPSH/UFSC 
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ANEXO B – APROVAÇÃO DO ADENDO DO CONTEÚDO 
DO PROJETO DE PESQUISA PELO COMITÊ DE 
ÉTICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS – 
CEPSH/UFSC 
 
Último Parecer enviado 
Enviado em: 22/07/2013  
Comentários 
O CEPSH retifica o parecer do dia 24/06/2013. O Comitê tomou ciência 
das alterações propostas pelos pesquisadores no projeto “Estudo sobre a 
prevalência, características clínicas e laboratoriais, sócio-demográficas e 
sobrevida dos pacientes com Neoplasia Hematológica atendidos no 
Hospital Universitário-UFSC”, entre as quais se encontram abaixo 
mencionadas: a- Inclusão de alteração no “propósito” do projeto tendo 
como finalidade avaliação continuada da população atendida no 
Hospital Universitário, com diagnóstico de neoplasia hematológica, para 
tomada de decisões em relação a melhoria no atendimento e na escolha 
de melhores protocolos terapêuticos atualizados (sempre baseados no 
que já está consolidado na literatura). Dessa forma queremos melhorar a 
qualidade de vida desta população atendida, gerar futuras ações 
preventivas e, em contra partida, os alunos de graduação, neste projeto 
inseridos, fortalecerão seu aprendizado e terão a oportunidade de 
elaborarem, com dados colhidos, alguns trabalhos de conclusão de 
curso. b- Prorrogação para continuidade da pesquisa, sem mudança 
essencial nos objetivos e na metodologia do projeto original, tornando o 
nosso PROPÓSITO continuado, até pelo menos dezembro de 2017. c- 
Inclusão dos pesquisadores: Dra. Maria Claudia Santos da Silva, Dr. 
Antonio Carlos Estima Marasciulo, Ana Carolina Rabello de Moraes, 
Adriana Brejinski de Almeida, Chandra Chiappin Cardoso, Renata 
Cristina de Messores Rudolf de Oliveira e Vanessa Mengatto.  
 
Parecer 
Aprovado "ad referendum" 
 
Data da Reunião 
29/07/2013 
 
  
72 
 
 
  
73 
 
APÊNDICE A – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E 
ESCLARECIDO (TCLE) 
 
Você está sendo convidado(a) a participar, como 
voluntário(a), da pesquisa – Estudo sobre a prevalência, características 
clínicas, sócio-demográficas e sobrevida dos pacientes com Neoplasia 
Hematológica atendidos no Hospital Universitário – UFSC. Após ser 
esclarecido (a) sobre as informações a seguir, no caso de aceitar fazer 
parte do estudo, assine a segunda folha do documento que ficará com o 
pesquisador. A primeira folha é sua. Sua participação não é obrigatória 
e, a qualquer momento, você poderá desistir de participar e retirar seu 
consentimento. Sua recusa não trará nenhum prejuízo em sua relação 
com os pesquisadores ou com a instituição. Em caso de dúvida você 
poderá entrar em contato com a pesquisadora principal. 
 
Pesquisadora principal: Joanita Angela Gonzaga Del Moral 
Telefone para contato: (48) 3721-9875 ou 3721-8274 (Serviço de 
Quimioterapia do HU) 
 
OBJETIVO 
Este estudo pretende verificar o número de pacientes com 
câncer no sangue que são atendidos no Hospital Universitário de 
Florianópolis, verificando se há relação com a região onde você mora, 
sua idade ou sua profissão. Também queremos saber quais são os seus 
sintomas e se eles melhoram após o tratamento.  
 
PROCEDIMENTOS DO ESTUDO 
As informações sobre a sua doença serão retiradas do seu 
prontuário médico, e escritas em uma ficha de coleta de dados já 
elaborada. Em nenhum momento seu nome ou qualquer informação que 
o(a) identifique serão revelados.  
 
RISCOS E DESCONFORTOS 
Como a pesquisa baseia-se apenas em informações de 
prontuários, você não correrá nenhum risco, prejuízo, desconforto ou 
lesão. A pesquisa não influencia no seu tratamento, apenas observa os 
resultados. 
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CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE 
Você não terá nenhum custo com a pesquisa, e também não 
receberá pagamento pelas informações que forem coletadas.  
 
CONFIDENCILIDADE DA PESQUISA 
É garantido o sigilo, assegurando a sua privacidade quanto aos 
dados confidenciais envolvidos na pesquisa. 
 
 
_________________________________________ 
Joanita Angela Gonzaga Del Moral 
Pesquisadora principal - Médica hematologista 
CRM-5445 / e-mail: jodelmoral@hotmail.com  
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
Eu, 
__________________________________________________________
________, RG__________________, declaro que li as informações 
contidas no documento, fui devidamente informado(a) pelo(a) 
pesquisador(a) dos procedimentos que serão utilizados, não havendo 
riscos, desconfortos, benefícios ou qualquer custo/reembolso dos 
participantes, havendo confidencialidade da pesquisa, e concordo em 
participar da pesquisa. Foi-me garantido a retirada do consentimento a 
qualquer momento, sem que isso me leve a ter qualquer penalidade. 
Declaro ainda que recebi a primeira folha deste TERMO DE 
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, com todos os 
esclarecimentos por escrito. 
 
 
 
 
Florianópolis, ____ de ________________ de 201__. 
 
 
 
 
Nome e assinatura do sujeito ou responsável: 
 
 
 
   
Nome por extenso  Assinatura 
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APÊNDICE B – QUADRO DOS ÍNDICES DE DNA 
RESULTANTES DAS ANÁLISES DAS CÉLULAS DE 
PACIENTES DO ESTUDO 
 
Neoplasia Hematológica 
Índice 
de 
DNA 
Porcentagem de células 
patológicas na 
imunofenotipagem 
Linfoma de Burkitt 
1,26 96,7% de células patológicas 
1,65 57% de células patológicas 
1,52 83,5% de células patológicas 
1,50 9% de células patológicas 
Linfoma de Células do 
Manto 
1,23 92,8% de células patológicas 
1,91 61,2% de células patológicas 
Linfoma Difuso de 
Grandes Células B 
1,30 93,5% de células patológicas 
1,69 56% de células patológicas 
1,55 61,1% de células patológicas 
Linfoma Não-Hodgkin de 
Células B 
1,52 91,1% de células patológicas 
Linfoma da Zona 
Marginal 
1,49 74,6% de células patológicas 
Leucemia Linfoblástica 
Aguda 
1,61 35,3% de blastos de LLA-B 
comum 
1,75 90,8% de blastos de LLA-B 
comum 
1,77 74,5% de blastos de LLA-B 
comum 
1,22 70,8% de blastos de LLA-T 
pré-T 
1,63 39,9% de blastos LLA-T 
cortical 
Mieloma Múltiplo 1,29 11,9% de células plasmocitárias 
 
 
 
 
